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carcinoma ce 1，以下EC細胞〉は、初期座細胞と類似しており、 EC細胞を腕に
注入するか集合させることによってキメラ伺体の得 られることが明かにされた
(Brinster， 1974;Mintz and Illmensee， 1975;Papaiaunou et al.. 1975;Stewart 
and Mintz， 1981;Stewart， 1982;Fujii and Martin， 1983)0 このことか ら、EC細
胞は怪細胞の代替として発生分化機構の解明に多用されるとともに、培養下の
細胞に誘起させた遺伝子の改変が個体におよぼす影響を両接検討するのに布用




することができない、などの問題点が明らかにされた(Evanset al.， ] 985)。
高い分化能と正常核型を持ち、生殖系列にも寄与できるEC細胞として舵TT-lが
報告されているが (Stewartand Mintz， 1981. 1982)、この株は他の研究宰に分
号されておらず、追試がなされていないO










potency，多能性)を持つことが明らかにされている (Martin，1981; Wobus et 






















されたトランスジェニック動物を得ることができる (Robertsonet al.， 1986; 
Gossler et al.， 1986)0 ES細胞を利用したトランスジェニック動物作製の可能
性は、はじめ挿入突然変異によってヒポキサンチンホスフォリボシルトランス
フエラーゼ (HPRT)遺伝子を不活化し、レッシュ ・ナイハン病の病態モデルマ









て、 β2ミクログロプリン(Zijlatraet al.， 1990)、インスリン様成長因子I1
(DeChiara et al.， 1990)、あるいはc-abl(Schwartberget al.， 1989)、int-1
(Thoms and Capecchi， 1990; McMahon and Bradley， 1990)や src(Sorissnoet 
al.， 1991)などの癌遺伝子などの他にHox1.1(Zimmer and Gruss， 1989)、En-2
(Joyner et al.， 1989)などのホメオテック遺伝子について、遺伝子欠損マウス
が作製されている。しかし、そのような研究に利用できるES細胞はE14(Hooper












キメラ作製技術についてはほとんど検討されていない O これまでに、 ES細胞の
生殖系列への寄崎両める[J的で、 f揃細胞の分化に異常を/ドすW泣伝子突然
変異マウスのj伍をホストとしてJl1いてキメラマウスを作製している (Evanset 
al.， ]985) 0 また、 ES細胞を脈盤胞の胞腕腔内にit人するよりも、透明帯を除
去した 8細胞期腕と集合したり桑実肢に注入した)jがES細胞の寄与本の尚いキ
メラマウスが得られることが報竹されている (Nagyet a1.， 1990;Lal1emand 
and Brulet， 1990)0 このように、いかにして生荊細胞に効率よく分化させるか
は、 ES細胞を利用していく上で竜安な課題である O
J 畜産分野において、 ES細胞は家蓄の育種・改良や家畜による作用物質の'/-j'f:
など、への応酬期待される o 1個のES細胞は卵子 1倒に相官1すると考えれば¥
ES細胞を利用したトランスジエニック家畜の生産は傾めて大きな怠義を持つこ







樹立が試みられてはいるが(Handysideand Hooper， 1987; Piedrahi ta et al.， 
1988;w-and First，1988;S州 la附 ret al.， 1989; Evans et al.， 1990; 












Evans and Kaufman (1981)および、MartinC198])の報告以降、マウスES細胞株
の樹立と継代維持のJj法に関していくつかの報公がなされている o ES細胞の樹
立は通常 3.5口齢の妊盤胞の情益から開始するが、おJ本遅延を誘起したマウス
に山来するj凶盤胞 (Evansand Kaufrnan， 1981; Wobus et al.， 1984)や巾離した
1 C Mを情養したり (Axelrodand Lader， 1983)、桑実妊の制球を分散して培養す
るjj法(Eistetter，1989)がある O また、 ES細胞の培養に不可欠とされる支持細
胞崩(フィーダー細胞絹)として、胎児線維芽細胞の初代培養細胞を用いる場
合(Wobuset al.， 1984 ;Doetschrnan et al.， 1985) と株化された STO細胞を用
いる場合 (Evansand Kaufman， 1981 ;Martin， 1981;Axelrod， 1984)がある O さら
に、地地にテラトカルシノーマ細胞やバッフアローラット (BRL)肝細胞の馴化






統があげられる O 1月初、 ES細胞はマウスの系統にかかわらず樹 (1.が可能である
とイ考えられていたが(Robertsonet al.， 1986)、現在ではES細胞がねやすい系
統と得にくい系統があると A考えられている O これまでに129系(Evans and 
Kaufrnan， 1981; Wobus et a 1.， 1984; Doetschman et al.， 1985)、C57BL/6系
(Wobus et al.， 1984; Suemori et al.， 1987)およびlCR系 (Martin，1981)マウ
ス朕からES細胞が樹立されているが、とくに奇形腫(Teratoma)のrI然発佐本が
尚い129系マウスが多JlJされており、キメラ動物作製の成功例も多数報告され
ている (Bradleyet a1.， 1984;Robertson et a1.， 1986;Gossler et al.， 1986) 0 
また、特殊な例として、半数体、突然変異マウス由来の肝機胞や雄件発牛耳イ1か
らもES細胞株が樹立されている (Magnusonet al.， 1982;Kaufman et al.， 1983; 













と交配した C57BL/6系雌マウスより妊娠 3.5日目に子宮を摘出し、 M2液
(Fulton and Whittingham， 1978)で濯流して匪盤胞を得た。
フィーダー細胞として用いた胎児線維芽細胞は、 Freshney(1983)の方法に従





10児ウシ胎児血清(FCS)加ダルベッコ変法イーグル培地(DME培地)に 2X 105 
cells/mlとなるように再懸濁して、プラスチック製培養皿(Falcon3003)に播
種したo 培養は370C、5先 CO 2 、95児空気のCO
2 培養器内で行い、 5日毎に
継代した O 胎児線維芽細胞が単層のシート状になった時点で10μg/皿lのマイト
マイシン C(Sigrna)を含む10灯CS加 DME培地で2--3時間培養した O 次にPBS
で3同洗浄し、 O.25先トリプシン溶液(1:250， Difco)で処理して細胞を分散さ
せた後、遠心分離(300X g， 5分間)して上清を除去したo ついで、細胞濃度が
3 X 10'3 ωl1s/rnlとなるように川郎加川培地に再懸濁させたo これをあ
らかじめ室温で2時間、 o.1%ゼラチン溶液(Sigma)で表面処理を施した 4ウエ
ルマルチデッシュ (Nunc)および直径 3.5cmと 6crnのプラスチック製培養皿
- 5 -
aLJ Table 1. Preparation of cul ture medium used for the isolation of ES cells 







Fetal bovine serum 
2-mercaptoethano 1 stock so 1 ution * 
Non-essential amino acids (basal stock;Gibco) 
Nucleosides stock solution# 
Kanamycin 
Store at 4t after sterilization through a filter 
*2-mercaptoethanol stock solution 
Add 70pl 2-mercaptoethanol (Wako) to 100ml of PBS. 
Store at -20t after sterilization through a filter 
#Nucleosides stock solution 













Dissolve by warming at 37t. Store at -20t after sterilization 
through a filter. 
Figure 1. Summary of the procedure for isolating ES cell lines. (a) 
Day 0， blastocyst recovered is placed into culture dishs with feeder 
cell layer. (b) Day 4-6， inner cell mass (ICM) has proliferated to 
give a large cellular mass and it is removed from trophoblast (TB)， 
dissociated with trypsin-EDTA， and cellular fragments are transferred 
onto new feeder cell layer. (c) Day 7-10， primary colonies are 
examined and classified accoding to morphology. Colonies that 
resemble stem cell are removed， dissociated and reseeded onto new 
feeder cell・ layer. (d) Day 12， culture dishs containing stem cells 
are passaged to give embryonic stem cell lines. 
Table 2. Preparation of trypsin-EDTA solution 
used for the isolation of ES cells 
To 500ml DDW add: 
Trypsin powder (1:250，Difco) 
EDTA 
Dulbecco-s Modified PBS (Nissui) 
Phenol red (Gibco) 









(Falcon 3001および3002)にそれぞれ1ml 、2mlおよび5mlず、つ分注した O こ
のようにして作製したフィーダー細胞肘は370C、5児COL 、95貯ノE54の条件下




ミノ椴溶液を添加した DME~~地 (Table 1.， Robertson， 1987) と交換した後、怪
継胞あるいは免疫手術法(Solterand Knowles， 1975)によって取離したlCMを
フィーダー細胞屑 J-. に 1 例ずつ入れ、 37 0C 、 5 出 CO 2 、 95 児空気の CO ~ 培養器
内で培養したo 培長開始後1"-'5RLIに1CM由来の細胞塊をピペットで拾い上
げ、 PBSで 3[~I]洗浄した後、トリプシン -EDTA溶液 (Table2)で5分間処理し、
ピペッティングによって部分的に細胞を分散させた。これを 11己と同様に培地
を交換した l~l{f. 3. 5cmのプラスチック製培養肌のフィーダー細胞層上へ移した。









1CMから培益を開始した場合、 4"-' 5日間の培養によって卵 f1]筒様情造に分
化した細胞塊(Fig.2a)と、コンパクトな未分化細胞塊(Fig.2b)の 2柿紛がIH射
した。 Table 3 に示すように、未分化細胞の H1現率は 129 系では ~2施、 A 系で
は 12加でこの，J1}お ~\j にイi怠来 (P く0.05) が兄られたO これらの未分化細胞塊のみ
を請求代して、 129系から3株(7児)、 A系から2株(12児)の細胞株がりられ、故
終的な細胞株の樹立本には行怠走がなかった。 ~Jj 、 j応盤胞から培養を開始し







a . . 
匂、.
Figure 2. (a， b) Isolated inner cell masses (ICMs) obtained from mir.p 
of 129 strain and cultured for 5 days on feeder cell layer 川ina 
differentiates to egg cylinder structure， but川 in b forms the 
clump of undifferentiated cells 川 O. (c) A blastocyst obtain 
from mouse of 129 strain and cultured for 4 days on feeder laver 
showing formation of clump of undifferentiated cells derived from 
川 x200. (d) Undifferentiated ES cell s isolated fluUJ blωt…i 
12days after cu 1 ture. X 100. 
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Table 3. Efficiency of the establishment of ES cell 










129 ICM 43 18(42) 3(7) 
42 34(81) 3(7) 
17 2(12) 2(12) 
41 31(76) 0(0) 
25 20(80) 2 (9) 
42 27(64) 1 (2) 
染色体分析に供した細胞位、 129系の単離川白米のTT-12、/liJじく 129系の座盤胞由来のTT-B4およびCBA系の雄と交配した C57BL/6系の臨機胞I:I来のF1/1の3株で、 10---20代の継代培養を経たものである
O これらの細胞(凶径6cmの培長皿 1校)は継代 2日円にトリプシン -EDTA溶液で処理して単一細胞に分散したものを10mlのES細胞用培地(Table1)に浮遊させ、直径10cmのプラスチック製培養皿(F山 n3003)に移して 37oc、5児CO2 、95昭町気のCω0f培養器内に静置した
O 約1時間後、非接着細胞のみを同収しt:. 附胞は配
胞と同様にフイーダー細胞に比べ基質への接着性が低いため、ー;の操作によっ
てフィーダー細胞を除去することができる (Martin.1981) 0 回収した細胞は遠心分離(300Xg，5分間)して上清を除去した後、 0川コルセミド(Gibco)を含むES細胞戸地叫に再浮遊させ、町、 5出CO2 、95出空気のCO2 培養器
内で5時間別伯養を行ったo 培養後、細胞を回収し、 0・075MKCl溶液 2・5mUこ懸濁させ低張処理を室猛で15分間行った O 次に、低張液と等量のカルノア液
〔メタノール(3) 酢酸(1)Jを加えて10分間間定したo 遠心分離(300Xι5 
分間)後、上清を除去して新しいカルノア液を加え静かに痩枠して再度遠心分
離し?。この操作を 2副繰返し、ついで細胞濃度が lX10()C山 /ml程度にな
るょっにカルノア疲に懸濁させ、洗浄したスライドグラスは滴下して風乾し






















安 At4-5 days after culture on embryonal fibroblast cell layer. 
# Significantly higher than the value for ICM of strain A 
(Pく0.05;X2test).







経たものである o これらの細胞を継代 2日目にトリプシンーEDTA溶液で処理し
て単一細胞に分散し、前節に述べた方法に従ってフィーダー細胞を除去したn








? ? ? ?
Fl/l 50 














































Histograms showing chromosome numbers of ES cell 
and whole (TT-12) 
Figure 3. 
lines established from isolated ICM 





























ていた o 129系の単離ICM由来のTT-]2、同じく 129系の路盤胞はl米のTT-B4
および CBA系の雄と交配したC57BL/6系の脹盤胞由来のF1/1の 3株について染
色体分析を行ったところ、 TT-12株および F1/1株の核塑は雄耳目のI正常 2倍体、








Figure 4.Em bryo i d bod i e S developed f roIE TT-12C e l l S Whi ch wer e 
ion conditions for 4 days (a， X 200)， 
cultured under differentiati 
8 days (b， X 200) and 14 days (c， X 40). 
- 14 - ? ???
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マウス雌性幹細胞 (ES細胞)の培養条件に関する研究







とが報合され(Smith and Martin. 1987)、その分化抑制因子の本態がLeukernia
inhibitory factor (LIF)であり、これを培地に添加すればフィーダー細胞層
なしで ES細胞の培養が可能であることが報告されている (Wi1 iarns et a1.. 





























マウス胎児線維芽細胞は妊娠16日齢の F1 (C57BL/6 X CBA)系マウス胎児をトリ U
プシン処理して得たo また、 STO細胞は ArnericanType Culture Collection 










は行わずに培地交換を 3日毎に行い、培養 3日目、 5日目および 7日目に培養
皿を2枚ず、つ取り出して郎で洗浄後、風乾固定して細胞のコロニーを数えたo



















出されたが(6的、それ以後は観察されなかった(Fig.6) 0 胎児線維芽細胞をフィーダ一層上で3日間、 5日間および7日間培養した場







































































357 35 7 
Days of culture Days of culture 
Figure 5. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation (b) of F1/1 cells culture in 
gelatin coated dishes with embryonal fibroblast 
cell-feeder layer(ー ) and STO cell feed cell 
layer(… ) or without feeder layer(ー ー ). 
Figure 6. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation(b) of F1/1 cells cultured 
without feeder cell layer in non coated(・…)， 
gelatin coated(一)，colagen coated(… )and 
positive charged( ・・ )culture dish or cultured 
with embryonal fibroblast cell feeder layer in 
gelatin coated dish( .・ ) . 
.-ーー ・・.-・-. 




















本節では、非129系由来のES細胞である Fl/1細胞に対する Leukemia 
inhibitory factor (LIF)の増殖支持と分化抑制効果をコロニ-形成本とAI-P
















川町 7. 川 cellscultured through 15 pas叫 eswithout feeder cell 
layer 1n a medium supplemented with (a) and without (b) LIF. The 
morphology of the cells indicates that they are main十ainedas stem 








50 100 r 
割合を培地へのLIF添加の釘無によって比較すると、いずれの細胞の湯合でも










の継代数の増加に伴って低下する傾向が見られた(Table4) 0 一点、 LIF馴化
細胞のキメラ肢からは生存産子を得ることができなかった(0/33)0そこで、別
にLIF出1化細胞のキメラ匪を移植し、受卵雌を妊娠の13.5日齢で解剖して移植




























? ? ? ?
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。 。I'l.=、.，・. .  ...ー'. Table 4. Effects of passage number of F1/1 cells with primary 
fibroblast cell feeder layer and LIF on the proportion of the 








Days of culture 
Figure B. Plating effeciency (a) and in vitro 
differentiation (b) of F1/1 cells cultured 
without feeder cell layer in a medium with or 
without LIF after adaptation during culture 
through 15 passages or nonadaptation to LIF. 
No.of passage with %Metae phwal se No .of erymrobeudrny(g % o 
No. of 
plate-with /No os chimaeras 
feeder cell LIF normal karyotype transferred(%) (%) 
<20 72% 17/38(45) 15/17(88) 
30 nd 18/51(35) 11/18(61) 
46 78% 4/10(40) 2/4 (50) 
30 15 68% 0/33(0) 
The cells cultured with LIF after 
adaptation to LIF. 
The cells cultured without LIF after 
adaptat i on to L I F.
The cells cultured with LIF after 
nonadaptation .to LIF. 
The cells cultured without LIF after 
















報告されていることから (Peaseet al.， 1990;Nichols et a1..1990)、LIF添
加培地を用いて樹立されたES細胞に対して、 LIFは高い有効性を示すことが考






F1/1細胞は第 2章で述べたように C57BL/6x CBAの遺伝子型を持つES細胞で
ある O 本研究では、この F1/1細胞の増殖と分化に対するフィーダー細胞層お
よびLIFの影響をコロニー形成率とAI-P活性陽性コロニーの割合を指標として
































胞のキメラを作製する場合には、集合法(Stewart，1982;Fujii and Martin， 
1983) と注入法 (Br i n s t e r， 1974 ; M i n t z a n d 1 1m e n s ee，1975; P a pai a u n 0 u e t 
a1， 1975)のいずれの方法も用いることができる o ES細胞の場合は、これまでな
された報告はほとんど注入法を採用しており (Brad1eyet a1. 1984;Robertson 
et a1. 1986;Goss1er et al. 1986;Kuehn et a1， 1987;Hooper et a1. 1987)、集
合法を利用した例はなかった。最近、 ES細胞を8細胞期脹と集合したり，桑実
路に注入する方法を用いて ES細胞の寄与率の高いキメラマウスを作製した報
告 CNagyet al. 1990;La11emand and Bru1et.1990)がなされている o 一方、こ
れまでに生殖系列キメラの作製が可能なお細胞株がいくつか樹立されてきた




































Figure 9. Ten to fifteen of ES cells were injected into a 
cavity of host blastocyst by micromanipulation method 
ヤ凶bedin the Materials and Methods. The bl制 ocysts
injected were cultured in M16 medium supplemented with 10% 
FCS for 2-3 hours for re-eXDan只 inn A pollslon. Arrows indicate F1/1 
cells attached to 10M of host blastocysts. 
j匹を作製しようとしたが、レクチンを用いた場合でも両者の接暑は一時的なも
のであり集合肢を得ることはできなかったO そこで、卵子の核移植の簡便法
















筏は25----30μmで、研隣した先端はマイクロLのをmいたo なお、すべての操作は前述のよう に1開附加 M2液中で行っ
たO また、対昭として、 F1 (C57BL/6 x CBA)系マウス匪盤胞由来のICM細胞を
同織にして8細胞期阪の囲卵腔内吋 入したo 注入の終了 した脹は10見附加
M16液で 1晩培養 し、桑実lfi--廃盤胞に発育 したキメラ匪(Fig.10b)を偽妊娠
3HE:1の雌マウスの f宮に移植して産子を得たO 得られた産子のキメラ性は毛
色によ って判定 した。
a b d鰭 3
Figure 10. Ten to fifteen of ES cells were injected into 
a perivitelline space of host 8-cell stage embryo by 
micromanipulation method described in the Materials and 
Methods (a)・ Arrowsindicate ES cells. The 8-cell stage 
embryos injected ES cells were developed to morula or 
early blastocyst stage by overnight culture in M16 medium 
















Table 5 Efficiency of the chimaera production between ES cells 
or ICM包ldnormal embryos at different stages 
Donor Host 
No .of fyemorubrnerEdy/ o ( 
Coat color of young 
 vs
cells embryos transferred(%) Albino(%) Chimaera(%) 
[ :l~:~~C~:~ 49/ 96(51) 39(80) 10(20)a F1/1 39(80)b 8-cell embryo 49/112(44) 10(20) 
[ :l::~~C~:~ 15/ 29(52) 7(47) 8(53) ICM 
8-cell embryo 14/ 34(41) 6(43) 8(57) 
ES cell line，F1/1，which had euproid XY chromosome was isolated 
from a blastocyst obtained from C57BL/6 female mouse after 3.5 
days after mating with a CBA male.ICM cells were isolated from F1 
(C57BLxCBA) mouse blastocysts by immunosurgery.These donor cells 
were characterized by agouti coat color in young.Blastocysts and 
8-cell stage embryos obtained from CD-1 mice with albino coat color 
were used as host.a，b significantly different (Pく0.01，X2test)・
- 29 -
9 10 1 12 13 14 15 16 
1 
Figure 11・Eightmice (Nos ・1-8) in below line are typical 
ChiI11aeric mice obtained by injection of ES cells into 8-cell 
embryos .The extent of COIltr ibution of ES celIs was very high 
judged by their coat color (agouti derived from ESω凶 The
mice of Nos ・4-8indicate complete agouti ・Eightmice (Nos.9-16) 
in1-upper line are typical ωI附 ricmice obtained bf 
iniection of ES cells into blastocysts. The contribution ot 

















されている (Kellyet a1.， 1978;Rossant and Vijh， 1980;Spindle， 1982;Surani 
and Barton， 1984)0 このような現象が、 ES細胞を 8細胞期院の開卵腔内に注入
して集合させた場合にも生じているものと推察されるが、その細胞選別の機構
は明らかではない O
Table 6 Sex ratio of the chimaeras produced 









































Table 8. Breeding test of gerrn line chirnaeric rnale rnice 
Male No.of No.of No.of No.of SPIn from 
chimaera litters ymmg albino agouti ES .cells(%) 
M 3 2 35 。 35 100 
M 4 2 20 。 20 100 
M 6 2 24 21 3 12.5 
M 7 1 13 。 13 100 
M 8 2 24 。 24 100 
M 9 2 22 。 22 100 
M11 2 18 。 18 100 
M13 2 29 。 29 100 
M14 3 47 。 47 100 
M15 3 42 。 42 100 
M16 2 16 。 16 100 
M17 2 31 。 31 100 
M18 2 23 。 23 100 
M19 2 30 。 30 100 
M20 2 23 。 23 100 
M22 2 22 。 22 100 
M23 2 9 。 9 100 
M24 2 31 。 31 100 
M25 1 16 。 16 100 
M26 2 20 19 1 5.3 
M27 2 29 。 29 100 
M28 2 25 。 25 100 
M29 1 12 。 12 100 





Tab1e 8 にぷすように 24似 1~122Pt.の雄に l11 米する ytf はすべてが野生色であり、




1~} られた 5 ~の雄キメラマウスのうち 3 匹で妊や性が認められたが、いずれも
生殖系列キメラではないことが判明した O
Table 7. Efficiency of gerrn line chimaera production 
by injecting F1/1 cells into 8-cell stage ernbryos 
or blastocysts 
Host Male No.of 
No.of 
chirnaeras rnales with ftE32eline 
embryos used fertility(%) 
ras (%) 






殖系列にFl/1細胞は寄与していない ことが判明した O 最近の研究では、 ES細胞
が高率に生殖系列に寄与するためには、 ES細胞とホスト肢の遺伝子型の適性が
重要な要因である と考えられており、 129系マウ スに由来するES細胞株を)匪盤
- 32 - ?????
胞に注入してキメラマウスを作製する場合にはC57BL/6系マウスに由米する脹
盤胞がホスト腕として最適であるといわれている (Schwartzberget al.， 1989; 



















る(Evanset al.， 1985) 0一方、 Tsunodaet al. (1987)は8細胞期臨の割球 1
個を本来個体に発生できない単為発生卵と集合させることによって、座由来の









単為発性Øl~ は以卜のようにして作製した。 lCR 系成熟雌マウスにみ;fZ第 2 節
のJ法にしたがって過剰排卵誘起処児を施したo hCG注射後 17-18時rmr 1に卵








Figure 12. Parthenogenic eggs at 8-cell stage produced by the 
treatment with ethanol for 7 minutes and cytochalasin B for 
5 hours to supress the extrusion of the second polar body， 




腔内に注入した (Fi g.13a) 0細胞を注入したMを収益に供して脈盤胞(Fig.
13b)への発生率を調べるとともに得られた脈盤胞を偽妊娠1 ~ 1 f Jの卵1または
- 35 -
Figure13.Ten to f i fteen of ES cells were inj ected into the 
per iv i te lline space of parthenogenet iC8-ce11embryo by 
micromanipulation method described in the Materials andHethods 
(a)・ Arrowsindicate ES cells. The parthenogenetic embryos 
inj ected ES cells were developed to morula or early blastocyst 






Table 9 In vitro development of chimaeric embryos 
between ES cells or ICM and parthenogenetic (P) or 
fertilized (F) 8-cell embryo 
N0.of epcemyedb s(%rtyv) tso / s Host develo blasto 




F1/1 P 29/67(43)a 
F 41/44(93)b 
ICM P 42/48(88)b 
F 25/28(89)b 
P 58/85(68)c 
a，b significantly different (P<O.001，X2test)・











られた O これに対して、単為発生卵をホストとした場合には、 F1/1細胞を注入
したキメラ怪からは産子を得ることができなかった O また、 ICMを注入したキ
- 37 -
伏化して得た 4 似体卵と ES細胞を~介するとキメラマウスがれ}られる nJ能性の
あることを|リjらかにしている O すなわち、 1，ïJ 氏らはキメラ腕を kt~後期j に組織
学的にu-同1/1にJidべた私iJ長、 ES細胞が寄lj-している組織は胎児と胎棺に合まれる
船山I(l液細胞やじ京IH/(111守、 Ii11~ 117:主主のI/l}~染組織および下校などの JJ~i 9fì外 JH~~か













Postimplantation development Table 10 
lりjは今後に伐された川題と巧-えられる O
of chimaeric embryos between ES cells 
(P) (F1/1) or ICM and parthenogenetic 
??
摘第 5ti↑j8-cell stage embryo 
、?
?




ノj訟では、キメラマウスの形成本は低かったo これに対して、 F1/1*1II胞を 8*11/ 
胞JVJ)~ の U~ Ii1r~股内に白人するえi法を川いた場合には r~レ#にキメラマウスが形成
ミれ、それらの野 'l:. 色をぶす被 Eの知的で判断した川細胞の寄与は :;W/，~比!五
度で、あった。また、川細胞は維の桝を持つことから、キメラマウスゐ引州州v判竹i上:

























P ~ F1/1 
F ~ F1/1 
P ~ ICM 







膜組織の発育がノ杯全であるためと考えられる (Suraniet al.， 1984)0 また、




















~ ， 緒第 1節
材料および:')j法
実験に供したES細胞はFJ/l細胞である O
po l y A(Fiz.14，Thomas and Capecch L l 987，stratazene)であり、選択マーカー
として単純ヘルペスウイルう由来のチミジンキナーゼのプロモーターのト流に
O 遺伝子が挿入され、さり iこ川rA シグナルが付加されている o pMCl neo 
polyAは制限酵来 XhoI(Toyobo)で切断して線状化し、フエノールによる抽出、
































E14(Hooper et al.. 1987)、D3(Gossler et al.， 1986)、CCE(Robertson et 
a1.， 1986)および AB(McMahonand Bradley， 1990)などの129系由来のものが






















?? ???????? ?????????? ?? ?? ???，???????
????? ???Figure 14. 
cells by electroporation and used as probe A 
long fragrnent was used as probe B 







and short one was used as probe C 
X: XhoI， 










ク製培養皿 (Falcon3003)に播種して370C、5施CO2 、95先空気のCO2 培養器
内に静置した。約 1時間後、非接着細胞のみを回収してフィーダー細胞を除去
した。回収したFl/1細胞は遠心分離 (300X g， 5分間)後上清を除去し、 PBS
に懸濁して生細胞数を数えた。 F1/1細胞懸濁液を再び遠心分離(300X g， 5分
間)後上清を除いて、 1x107 cells/mlとなるように再びPBSに懸濁した。な
お、矩形パルス発生装置は負荷抵抗が 50Q以下では作動しないために、 O.3M 















上に移し、 G418を含まない培地で大量培養後凍結保存するとともに第 2章第 3
節の方法にしたがって染色体標本を作製して核型を分析した。
ネオマイシン耐性F1/1細胞のゲノムに、導入したベクター遺伝子が組み込ま
れたか否かを調べるために、そのゲノム DNAをSambrooket al. (1989)の万法
にしたがって抽出してサザンプロットハイブリダイゼーションを行った O 抽出
した10μgの高分子DNAを、ベクター遺伝子の配列のなかに切断部位を 2か所
もつ制限酵素 EcoRIあるいは 1か所持つ HindIII(Toyobo)で消化し、 0.7%のア
ガロースゲルを用いて電気泳動(50V，3. 5時間)を行った。電気泳動が終了した
4 2 
後、ゲルを脱プリン液(0川 HCl) qJ で l 州/1]蹴し、さ、~:O. 2M NaOH， O.6M NaCI 1#~ J fJで川u附してDNAを変性させたo ついで、二ユームブロッテ
Jf勾(アト一社)制]い叩IffjJ5.0-7. 5cm Hg， 1 H，inuの条件でDNA
ツ ト、終:AJ1j : : ; J乙:乙ノl1:;己コ二平;二λ山jふぷJ山;L二:口。;ど川川;ご汁!?了&，1ら与?引」ぷ!Jιι;:







川による選択培養の開始後川日[/に崩壊し始めたo し2 し、そのまま杭?fm;;ょ;培養俊 6山は、形態的山化状態戸維持したネオマ
のコロニーが出現した(Fig.15)0その出現頻度は減表ノ'¥)レ
43 
Figure 15. C 01 ony 0 f 
Fl/l cells transfected 
with pMCl neo pOlyA 
observed 6 days after 
culture in medium 
supplemented with G418. 
The morphology of the 
Colony indicates that 
they are maintained 
as the stem cells. 
ス発生装jtl1を川いた場合には 3.8 x 10¥矢f!形パルス発生装間では 2.5 x 10 弓
であり、|山j名ーにrifjらかな疋はみられなかったO それぞれのネオマイシン耐性コ








ドが検 IH されず、講者代収益の過 flJ~ で欠失したものと考えられた o 5-6株、 5-7




果、プロープ Bを用いた場合には5-6株、 5-7株およびB-2株ではバンドは l
本のみ認められ、このことから遺伝子挿入部位は1か所と推測されたo B-l株
では3.6kbp付近の濃いバンドの他に5.8kbp付近に薄いバンドが認められ、挿入
部位が複数である 日]能性が示さ れた O プロープ Cを用いた場合にB-l株では 3
本のバ ンドがみ られ、 プロープBの場合と同じ3.6kbp付近に濃いバ ン ド認めら
れること か らベク ター遺伝子がhead-to-tailの状態で2コピー以 上挿入されて
いると推測された。また、 B-2株と5-7株ではプロープ Bを川いた場合のバ ン















Figure 16.Southern b l otana l ys i S of ECORI d iges ted genom iC 
DNAs(10μg) from B-1 (lane 3)， B-2 (lane 4)， B-3 (Iane 5)， 
2-l(l ane 6)，5-6(l ane 7)and 5-7(l ane 8)With probe A. 
Lane 1was app l i ed the DNA from ECORI digested pMC1neo Po lyA 
(10pg)for as pos i t ive cont ro 1.Lane 2was appl ied genolIli C 
DNA (10μg) from parental cells ・ Thesignal observed in 






Table 11.Karyotypes of neomycin 






















Significantly djfferent compared with 
control (a:P<0.02，b :P<0.001，X2test)・
第3節 ネオマイシン耐性遺伝子導入ES細胞のキメラ形成能
Figure 17. Southern blot analysis of HindIII digested genomic …s(10μg) from B-1 (lane乱日 (lane仏日 (lane6) 
and 5-7 (lane 7) wi th probe B (A)， and wi th probe C (B). 
Lane 1 and 5 were applied the DNAs from HindIII digested 
DMC1neo polyA (100pg) as for positive control. Lane 2 was 


















産内1世代Lの閣は導入遺伝子をヘテロに持っと却j1，'j 2:れる O さらに、導












'tl: F 1/] 細胞株のすべてがキメラ形成能 (3~ 出""'5 7先)を維持していたが、キメラ出

















日、日、 8-1および、叫細胞株に由来するそれぞれ4匹、 3匹、 7匹お
よび11匹の雄キメフマウスをそれぞれ2匹のCD-1系雌マウスと同居させて交配
Table 12. Efficiency of the chimaera production of 






















?? ????r neo 
ES 
cells 









4 ( 80) 













E川 p問 0) ，::溶解し、その一部を希釈して吸光度COD.26悦測定して定量す
るとともに第2節の方法にしたがってサザンプロットハイプリダイゼーション
13(100) 
a，b and b，c not significantly different. 





(DNase，RNase and Protease free，Sigma)で浸って遺伝 子増幅装置(Toyobo，TC 
-100)のサンプルブロックにセットした。温度サイクルの設定はFig.













をO.5m 1のマイ クロチ ューブに入れ、を行ってneo遺伝子が伝達されていることを確認 した。
ポリメラー
1 min 94 oc denaturation 1st step 
30 sec 60 oc annealing 本実験では
F2 世代の子マウスの被毛からゲノム
時間内にしかも高感度に検出することができるとされている O
1 min 72 oc extension Higuchi et al. (1989)の方法を改変して
マウス胸部の被毛を20""'30本抜いて
DNAを抽出してPCRに供した。すなわち、
30 sec 94 oc denaturation 2nd step 50mM のマイクロチュープに移し、細胞溶解液 (10mMTris-HCl pH 8.3， 
30 sec 60 oc annealing (29 cycles) 
1 min 72 oc extension 
10 min 72 oc last extension 3rd step 
次に、 950Cで10分間
処理してプロティナーゼ、を不活化し、遠心分離ω000xg，5分間)後上清ご
新しいマイクロチュープに移してサンプルとした O 直ちにPCRを行わない場 口
センスプライマー(5'-ATGGATTGCACGCAGGTTCT-3ツ
1. 5m 1 μg O. 45施Tween20， 500 0.45施NP-40，O. 01出gelatin，KCl， 1.5mM MgC12 ， 
μl加えて550Cで2時間処理した Oproteinase K)を250
overnight 4 oc soak -200Cに保存したOはこれを
とアンチセンスプライマ ー(3'一CTGGCGATAGTCCTGTATCG-5ツは neo遺伝子の一部
cycle of PCR reaction p ste Scheme of thermal Figure 18. 
Components of PCR reaction buffer Table 13. 
結果と考察2. 
erm line chaimaera 
mouse produced by injecting neomycin resistant 
(neor) ES cell lines into 8-cell stage embryos 
g of y Table 14. Efficienc 10mM Tris-HCl，pH 8.3， 
50mM KCl， 
1. 5mM MgC12 ， 

























males(%) μM sence prlmer O. 5 
μM antisence prlmer O. 5 
2 ( 63) 3(75) 4 5-6 1.0 unit Amplitaq DNA polymerase 
2(100) 2(67) 3 5-7 (template) DNA 25μ1 sample 
3 ( 50) 
















ネオマイシン耐性5 - 7 株山米の 11~およびB- 2 株由米の 12~の F 1 t畦代マウ
スのゲノムDNAをサザンプロットハイブリダイゼーションによって分析した結
果、それぞれ3匹および9V巳がneo遺伝子を持つことが判明した(Tab1 e 16)。





Table 15 Breeding test of 15 germ line chimaerlc 
male mice with neo gene in their genome 
Table 16. Transmission of the neo gene from cultured cells 
Neor ES Male No.of agouti 
% Sperms from 
into the F1 and F2 generations of germ line chimaeras /no.of neor ES cells 
cell lines chimaera offspring 
Neor Germ N0.of transEienI ic Mating NO.of 
1/27 4 ES line young/no.of sets 6f安 transgS e/nic 5-6 M24 cell chimaera young tested F1 youngs oyf ouFnA g no . 100 lines no. 





5-7 M28 1/3 1/3 m28xf32 4/ 8(50) 
M29 
19/19 100 
M29 0/2 1/3 M29xf37 4/ 8(50) 
B-1 M 4 一一一一一一 一 一 一 一一一一 一一 一一一一一一一一一ー一一ーーー一ーーー ー ー ー ー ー ー ー 一 ーーー一一ー一一 ー
22/22 100 
Total 1/5 2/6 8/16(50) 
M 5 
M 7 21/21 
100 
B-2 M12 1/3 3/3 m17xf18 7/12(58) 
開12 26/26 
100 
m17xf19 6/10(60) B-2 
M13 26/26 
100 




M13 3/3 2/3 m23xf24 4/ 6(67) 
M15 
22/22 100 
M13xf25 1/ 9(11) 
M16 一一一ー一一一一一一一ー一一-ー一ーーーーーーー一一一一一一一一ー一一一一ー一一
29/30 97 






Numbers with M indicate male chimaera， and numbers with m and 
M21 







M 1 2 
?? ?????? ??????
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???? N P 本ぷでは、非129系マウスに白米するES細胞(Fl/0がトランスジェニックマ


















































Figure 19. PCR analysis of genomic DNAs from F 2 generation 
mice derived frorn B-2 cell line (lane 1-17) and 5-7 cell 
line (lane 18-33) chimaeric mouse. PCR product was 625bp. 
Arrow indicated positive lane. P :positive control. 





















































in vitro における多能性を長期間維持することはできなかった O
3.L1F添加培地で馴化したFl/l細胞を用いてキメラマウスを得ることができ
なかった O その原因は明らかではないが、 ES細胞の遺伝子型の違いがL1Fの有
効性に影響を及ぼす可能性も考えられた。
111.マウス脹性幹細胞のキメラ形成能に関する研究
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Studies on culture and application of 
embryonic stem cells in the mouse 
Tomoyuki TOKUNAGA 
Embryonic stem (ES) ce11s iso1ated from mouse 
preimp1antation embryos can be maintained as a p1uripotent 
ce11 1ine in culture. Since ES ce11s are capab1e of 
contributing to a wide variety tissues inc1uding the germ 
1 ine， when they are inj ected in to hos t embryos， they are 
considered to be the usefu1 too1 for the production of 
transgenic mice. However. these abi1i ties of ES ce11s tend 
to 10se dur ing cul ture in 10ng term， or in the process in 
transfection wi th foreign gene and selection process. The 
purposes of the present study is 1) to isolate new ES ce11 
1ines， 2) to examine the cu1ture conditions for maintenance 
of them， 3) to deve10p eff icient method for production of 
viab1e germ 1ine chimaeras and 4) to demonstrate the 
production of transgenic mice. 
1. Studies on the iso1ation of embryonic stem ce11 1ines 
from mouse b1astocysts and inner ce11 masses in the mouse 
The mouse b1astocysts or inner cel1 masses (ICMs) 
iso1ated were cultured on feeder ce11 1ayer of the primary 
embryonal fibrob1ast ce11s inactivated with mitomycin C 
treatment. Tota11y， 11 ES ce1l 1ines were iso1ated from 210 
b1astocysts or ICMs obtained from sevra1 different mouse 
strains. There was no difference in the eff iciency of the 
ES ce11 1ine iso1ation among the mouse strains and between 
b1astocysts and ICMs. Co1onies of these ce11s showed formed 
EC ce1l 1ike morphology forming compact is1ands of ce11s 
wi th unc1ear ce11 borders. Three of ES cel1 1ines， TT-12， 
TT-B4 and F1/1， had dip10id chromosomes with the 
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The proliferation activity 
condition of F1/1 cells， which 
blastocyst obtained from C57BL/6 
and undifferentiation 
were isolated from a 
female mated with CBA 
Al though many ES cell lines have been isolated from 
several mouse strains， the cell lines to produce germ line 
chimaeras have been limited to the 129 strain origin. The 
present study demonstrated that F1/1 cells isolated from a 
blastocyst having the C57BL/6xCBA genotype could produce 
germ line chimaeras by injecting the cells into blastocysts 
and 8-cell embryos. The chimaera production rate using CD 1 
blastocysts as the host was wery low (20%) as reported by 
other investigaters. However， when F1/1 cells were 
introduced into the perivitteline space of 8-cell embryos 
obtained from CD-1 strain mice， very high proportion (80%) 
of chimaeric mice be produced and the chimaeric mice showed 
extremely high chimaerism. In the breeding tests， germ line 
chimaeras were indicated in 89% of fertile male and most of 
them had spermatozoa derived only from F1/1 cells. No live 
youg were obtained when chimaeric eggs， which were produced 
by injecting F1/1 cells into parthenogenetic 8-cell eggs， 
were transferred. 
of 78%， 78% and 72% respectively. 1n order to :;:;:てh:山一t凶 onpotential of the ES 叫 s in 
vi tro TT12and F1/1Ce lls were CUI tured in suspentlon 
jithoit feeder cell layer They differentiated 
brvoid bodies which 
spontaneously into the cystiC emory 
contained Var iety of t i ssues inc111ding endoderm and 
ectoderm like Ce 11S ， indicat ing p111r ipotency of the Ce lIS 
in vitro. 






月minedwhen they were cultured with different 
male， were examlll巳
with Leukemia inhibitory factor 
feeder cell laye 
(L1F)・ The proport i OIls of CO IOIly format ion and CO 10Ilies 
wi th Pωtive for alkaline phosphatase wereトigher when 
ultured for 3 to 7 days with primary 
F1/1 cells 
QInbrvonal f ibrob last Ce l IS than wi th the STO Ce lIS ・ These
:ω;r cell layers areMspens山 to inhi bi t the 
di f ferent iat ion of F1/1Ce lls dur ing CUI ture.When F1/1 
Ce ll S were cultured through 15passages w i th L I F w i thout 
九intained undifferentiated 
feeder cell layer， they were mal 
and 68% of them had normal karyotype (38+XY)・ However， no 
wpre obtained when. chimaeric embryos produced between 
young e L6t-d -th L IF were 
8一cell embryos and F1/1 cells maintained Wl 
trasferred to therec ipients， while50to 88%of young 
obtained from ctlimaer ic embryos wi th F1/1Ce 11 S maintained 
in culture with feeder cells were chimaeras. 
IV. Studies on the production of transgenic mice using 
ES cells 
111. Studies on the production of germ line chimaeras 
between ES cells and embryos 
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F1/1 cells transformed with the neomycin 
phosphotransferase (neo) gene using electroporation methods 
were selected for G418 resistance and tested for its 
ability to produce chimaeric mice. Two types of wave forms， 
square wave and exponential decay， were used for 
electroporation. There was no difference between square 
wave and exponential decay in the efficiency of 
transformation of F1/1 cells. Southern blot hybr idization 
analysis demonstrated that four of neomycin resistant ES 
cell lines had neo gene sequences in their genomic DNA but 
another two cell 1 ines lacked i t. The karyotype of them 
appeared to be stable， as it had still euploid chromosome 
-73 -
constitution after transformation and the selection. Two of 
the lines contained significant populations of the cells 
with chromosomal abnomality. Overt coat color chimaeras 
were obtained and their germ lines were transmi tted wi th 
all four neo resistant ES cell lines tested. Southern blot 
hybridization and PCR analysis of genomic DNA confirmed 
again that F1 and F2 generation of these germ line 
chimaeras were transmitted with neo gene stably. These 
resul ts indicate that ES cells (Fljl) isolated from 
blastocyst of C57BLj6 female mated wi th a CBA male can be 
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